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Opinnäytetyön tavoitteena oli selvittää eturauhassyöpäsolujen (PC-3) ja terveiden eturau-
hasepiteelisolujen (PNT2) erittämien solunulkoisten vesikkelien (engl. extracellular vesi-
cles, EV) metaboliittien eli aineenvaihduntatuotteiden eroavaisuuksia. Syöpäsolujen meta-
bolia muuttuu monella tavalla niiden rakennusaineiden ja energian tarpeen vuoksi. EV:t toi-
mivat viestien välittäjinä solujen välillä biologisissa ja metabolisissa toiminnoissa, mikä te-
kee niistä äärimmäisen kiinnostavia kokonaisuuksia syövän biologiassa. Niillä näyttäisi ole-
van tärkeä rooli eturauhas- ja muiden syöpäsolujen aineenvaihdunnassa, mikä tekee niistä 
lupaavia biomarkkerilähteitä. EV:iden metabolomiikka-analyysi on uusi ala, jolla on potenti-
aalia tuoda ilmi solujen aineenvaihdunnallinen tila ei-invasiivisellä tavalla.    
 
Työssä käytettiin PNT2- ja PC-3-solulinjan soluja, joista EV:t eristettiin ultrasentrifugoi-
malla. EV:t karakterisoitiin Western Blot -menetelmällä sekä mittaamalla näytteistä EV:iden 
konsentraatio ja kokojakauma nanopartikkelien jäljitysanalyysillä (engl. nanoparticle 
tracking analysis, NTA). Lisäksi EV-näytteitä lähetettiin metabolomiikka-analyysia varten 
Itä-Suomen yliopistolle, LC-MS Metabolomiikkakeskukseen. Eristettyjen EV:iden metaboli-
nen profiili mitattiin kohdentamattomalla LC-qTOF-MS:llä. Metabolinen analyysi tehtiin Me-
taboAnalyst 4.0 -ohjelmalla yleistä statistiikkaa käyttäen (engl. exploratory statistical ana-
lysis). Ohjelmalla tehtiin yksisuuntainen varianssianalyysi eli anova, heatmap ja volcano 
plot -testit, joissa vertailtiin neljää eri ryhmää.   
 
Metabolomiikasta saaduista tuloksista huomattiin, että PC-3- ja PNT2-soluista eristettyjen 
EV-populaatioiden metaboliittien pitoisuuksien välillä oli eroavaisuuksia. Tulosten perus-
teella PC-3-soluista eristettyjen EV-populaatioiden metaboliitit, joiden pitoisuudet olivat 
korkealla, voisivat tulevaisuudessa toimia EV-biomarkkereina eturauhassyövälle. Tutki-
malla syövän solunulkoisia vesikkeleitä voidaan myös saada lisätietoa syöpäsolujen 
EV:iden sisältämien metaboliittien roolista syövän kehittymisessä ja leviämisessä. Asia 
vaatii kuitenkin vielä lisää tutkimista.      
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The aim of the study was to find out the differences in the metabolites of extracellular vesi-
cles (EV) secreted of prostate cancer cells (PC-3) and prostate normal cells (PNT2). Me-
tabolism of cancer cells alters in many ways due to their building materials and energy re-
quirements. EVs transfer information between cells in biological and metabolic functions, 
making them ultimately interesting entireties in cancer biology. They seem to play an im-
portant role in the metabolism of prostate and other cancer cells, making them promising 
biomarker sources. EV metabolic research is a new field with the potential to reveal the 
cellular metabolic state in a non-invasive way.       
 
The cells of the PNT2 and PC-3 cell lines were used in this study. EVs were isolated by ul-
tracentrifuge and characterized by the Western Blot method and measuring the EV con-
centration and size with Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). In addition, EV samples 
were sent for metabolic profile analysis to the University of Eastern Finland, LC-MS Metab-
olomics Center. The metabolic profile of isolated EVs was measured by an unreduced LC-
qTOF-MS metabolism profile analysis. Metabolic profile analysis was performed using 
MetaboAnalyst 4.0 using exploratory statistical analysis. The program provided one-way 
variance analysis anova, heatmap and volcano plot test, which compared four different 
groups.  
 
From the results of metabolic profile analysis, it was found that there were differences be-
tween the metabolite levels of EV populations isolated from PC-3 and PNT2 cells. Based 
on the results, metabolites of EV populations with high levels isolated from PC-3 cells 
could in future serve as EV biomarkers for prostate cancer. Researching extracellular vesi-
cles isolated from cancer cells may also provide additional information on the role of me-
tabolites contained in cancer cell EVs in the development and proliferation of cancer. Nev-
ertheless, this requires further investigation.    

Keywords Extracellular vesicles, Nanoparticle Tracking Analysis, West-
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Lyhenteet 

BSA Bovine Serum Albumin, naudan seerumin albumiini.  

DPBS Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline, Dulbeccon fosfaattipuskuroitu suo-

laliuos.  

ECL Enhanced Chemiluminescence, tehostettu kemiluminesenssi. Paljon käy-

tetty detektiosubstraatti Western Blot -menetelmässä.  

EV Extracellular vesicle, solunulkoinen vesikkeli. 

CAFs Cancer-associated fibroblasts, syöpään liittyvät fibroblastit. 

CDEs  CAF-derived exosomes, syöpään liittyvistä fibroblasteista eristetyt ekso-

somit.  

FBS Fetal Bovine Serum, naudan sikiön seerumi. 

FIMM Institute for Molecular Medicine Finland, Suomen molekyylilääketieteen in-

stituutti.  

MVB  Multivesicular body, monivesikkelinen rakenne.   

NTA Nanoparticle Tracking Analysis, nanopartikkeleiden jäljitysanalyysi, jolla 

analysoidaan halkaisijaltaan nanometrien kokoisia partikkeleita. Valon-

sirontaan perustuva analyysimenetelmä.   

PBS Phosphate Buffered Saline, fosfaattipuskuroitu suolaliuos.  

PC-3 Human Prostate Cancer cell line, ihmisen eturauhassyöpäsolulinja. 

PNT2 Human Prostate Normal cell line, ihmisen eturauhasepiteelisolulinja. 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, natriumdo-

dekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi. Molekyylien erottelu- ja 

analyysimenetelmä proteiinikemiassa.  



 

  

TBS-T Tris Buffered Saline Tween 20, tris(hydroksimetyyli)aminometaanipusku-

roitu suolaliuos, johon on lisätty 0,1 % Tween 20:tä.  
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1 Johdanto 

Opinnäytetyön teon mahdollisti Helsingin yliopiston EV-tutkimusryhmän projekti. EV-tut-

kimusryhmä (ryhmänjohtaja Pia Siljander) on Helsingin yliopiston biotieteiden osaston 

(Bio- ja ympäristötieteiden laitos) ja farmaseuttisten biotieteiden osaston (Farmasian lai-

tos) yhteinen ryhmä. Osana EV-tutkimusryhmää toimii myös EV Core, joka on biotietei-

den osaston, farmasian laitoksen sekä Suomen molekyylilääketieteen instituutin (engl. 

Institute for Molecular Medicine Finland, FIMM) ylläpitämä maksupalveluyksikkö. EV Co-

rella on kaksi laboratoriota (Viikissä ja Helsingin Biomedicumissa), jotka tarjoavat so-

lunulkoisten vesikkelien (eng. extracellular vesicles, EV) tutkimisessa tarvittavaa analy-

tiikkaa niin Suomessa kuin ulkomaillakin sijaitseville tutkimusyhteisöille.   

EV-tutkimusryhmä Viikissä keskittyy tutkimuksissaan ymmärtämään, miten eri soluläh-

teistä peräisin olevat EV:t toimivat viestien välittäjinä solujen välillä, säätelevät solujen 

toimintaa esimerkiksi tulehdusten aikana ja miten niitä voitaisiin hyödyntää diagnostii-

kassa, soluterapiassa ja lääkeaineiden kuljettajina elimistössä. Helsingin Biomedicu-

missa toimiva FIMM:in tutkimusryhmä puolestaan keskittyy tutkimaan tautibiomarkke-

reita nestemäisistä näytteistä (engl. liquid biopsy) hyödyntäen esimerkiksi Helsingin uro-

logista biopankkia. [1.]   

Opinnäytetyön tarkoituksena oli selvittää terveiden eturauhasepiteelisolujen ja eturau-

hassyöpäsolujen solunulkoisten vesikkelien metaboliittien eli aineenvaihduntatuotteiden 

välisiä eroavaisuuksia. Syöpäsolujen yhteinen piirre on kyky hankkia välttämättömiä ra-

vinteita usein ravinneköyhästä ympäristöstä ja hyödyntää näitä ravintoaineita sekä elin-

kelpoisuuden ylläpitoon että rakentamaan uutta biomassaa [2]. EV:iden molekyylikoos-

tumus tekee niistä mielenkiintoisen tutkimuskohteen. Ne vaikuttavat vastaanottavan so-

lun ominaisuuksiin sekä toimintakykyyn siirtämällä geneettistä materiaalia ja muita bio-

molekyylejä. [3.] EV:t ovat lupaavia biomarkkerilähteitä, koska niillä näyttäisi olevan tär-

keä rooli eturauhas- ja muiden syöpäsolujen aineenvaihdunnassa. EV:iden metabolo-

miikka on uusi tutkimusala, jolla on potentiaalia tuoda ilmi ei-invasiivisellä tavalla solujen 

aineenvaihdunnallinen tila. Mahdolliset löydetyt erot EV-metaboliiteissa voisi mahdollis-

taa eturauhassyövän uuden diagnostiikan mm. virtsan EV-metaboliitteja analysoimalla. 

[4.] 
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2 Solunulkoiset vesikkelit ja niiden metaboliitit 

Solunulkoiset vesikkelit (engl. extracellular vesicles, EV) ovat heterogeenisiä kaksoisli-

pidimembraanin ympäröimiä vesikkeleitä, joita eukaryootti-, prokaryootti- ja kasvisolut 

erittävät [5]. EV:iden koko vaihtelee 30 nm:n ja 1 µm:n välillä (kuva 1) [6].  

 

Kuva 1. EV:t ovat kooltaan samankokoisia kuin virukset, bakteerit ja verihiutaleet [7, muokattu]. 

Kaikki solut erittävät EV:tä, joiden sisältämät molekyylit heijastavat sen omia ominai-

suuksia [3]. EV:tä voidaan eristää kehon eri nesteistä ja eritteistä, kuten syljestä, äidin-

maidosta, sappinesteestä, verestä, siemennesteestä tai virtsasta (kuva 2) [5]. Niitä voi-

daan eristää jopa merivedestä, jolloin ne ovat pääosin bakteeriperäisiä ulkokalvon ve-

sikkeleitä (engl. outer membrane vesicle, OMV) ja ovat halkaisijaltaan alle 400 nm [3]. 

EV:tä voidaan eristää myös kasvien apoplastisista nesteistä [5]. 
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Kuva 2. Eri näytelähteistä eristettyjä kokonaisia EV:tä kuvattuna läpivalaisuelektronimikroskoo-
pilla [3]. 

Ne voidaan yleisesti luokitella kolmeen pääluokkaan niiden syntymekanismien mukai-

sesti: eksosomeihin, mikrovesikkeleihin ja apoptoottisiin vesikkeleihin (engl. apoptotic 

body) (kuva 3) [5].  

Eksosomit edustavat homogeenistä vesikkelipopulaatiota [8]. Ne ovat halkaisijaltaan n. 

35–150 nm ja ne voivat sisältää proteiineja, nukleiinihappoja, lipidejä, RNA:ta ja meta-

boliitteja. Normaaleissa ja patologisissa olosuhteissa niiden pääasiallinen tehtävä on oh-

jata solujen välistä viestintää. Eksosomit sijaitsevat solun monivesikkelisen rakenteen 

(engl. multivesicular body, MVB) sisällä ja vapautuvat solun ulkopuolelle MVB:n fuusioi-

tuessa solukalvoon. [9.] Mikrovesikkelit ovat heterogeeninen vesikkelipopulaatio [8]. Ne 

ovat halkaisijaltaan n. 100–1000 nm ja ne syntyvät kuroutumalla solumembraanista. 

Apoptoottiset vesikkelit ovat halkaisijaltaan n. 500–2000 nm, ja ne muodostuvat solu-

kuoleman yhteydessä. [9; 3.]    
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Kuva 3. EV-populaatiot eroavat toisistaan syntytavoiltaan [5, muokattu]. 

EV:t kuljettavat sekä sisällään että pinnallaan nukleiinihappoja, proteiineja, metaboliitteja 

ja lipidejä (kuva 4) riippuen tuottajasoluista ja olosuhteista, joille ne altistuvat [3]. Ne kul-

jettavat niitä aktiivisesti solujen välillä sekä homeostaattisissa että patologisissa olosuh-

teissa ja vaikuttavat niiden välityksellä vastaanottavan solun ominaisuuksiin ja toiminta-

kykyyn [10; 3]. 

EV:t osallistuvat useisiin fysiologisiin perustoimintoihin, kuten esimerkiksi kantasolujen 

ylläpitoon, kudosten korjaukseen, immuniteettiin ja veren hyytymiseen [8]. On vahvis-

tettu, että kasvainsolut sekä muut solut kasvaimen ympäristössä, kuten verisuonisolut, 

tulehdussolut ja muuntuneet solut vapauttavat EV:tä [11]. Nämä EV:t avustavat kasvai-

men kehittymistä edistämällä angiogeneesiä eli verisuonten uudismuodostusta ja kas-

vainsolujen migraatiota metastaaseissa eli etäispesäkkeissä [12]. Koska useimmat solut 

vapauttavat EV:tä, jotka sisältävät paljon RNA:ta, kykenevät ne siirtämään sisältönsä 

vastaanottajasoluihin. Tämä osoittaa, että ne olisivat erittäin sopivia ehdokkaita lääkeai-

neiden kuljetukseen. [8.]  
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Kuva 4. EV:iden kuljettamat molekyylit vaihtelevat riippuen tuottajasoluista. EV-populaatioiden 
kokojakaumat ja esimerkkejä niiden toiminnoista. [3.] 

Vaikka tiedetään, että EV:t välittävät metaboliitteja solujen välillä, on vielä paljon selvi-

tettävää niiden sisäisen metabolisen aktiivisuuden suhteen [13]. EV-näytteistä yleisesti 

löydetyt metaboliitit voidaan jakaa viiteen luokkaan: 1) orgaaniset hapot ja niiden johdan-

naiset, 2) nukleotidit, sokerit ja johdannaiset, 3) karnitiinit, 4) B-vitamiini ja saman sukui-

set metaboliitit sekä 5) amiinit [4].  

 

Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, että syöpään liittyvät fibroblastit (engl. can-

cer-associated fibroblasts, CAFs) ovat tärkeitä solun rakenneosia kasvaimen mikroym-

päristössä. CAF:ista eristetyt eksosomit voivat ohjelmoida uudelleen syöpäsolujen ai-

neenvaihduntaa metaboliittien rikastamismekanismin avulla. On havaittu, että CAF:ista 

eristetyt eksosomit (engl. CAF-derived exosomes, CDEs) estävät mitokondrioiden oksi-

datiivista fosforylaatiota, mikä lisää glykolyysiä ja pelkistävän glutamiinin aineenvaihdun-

taa syöpäsoluissa (kuva 5). [14.]   
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Kuva 5. Kaavio osoittaa CDE:den metabolisen säätelyn syöpäsoluissa oksidatiivisen fosforylaa-
tion ja metaboliittikuljetuksen estämisen kautta. Säätely johtaa merkittävästi pelkistävän 
glutamiinin metabolian lisääntymiseen syöpäsoluissa eksosomien läsnä ollessa. [14.] 

 

On myös tutkittu, että hermostollisista kantasoluista sekä esiasteisista soluista eristetyt 

EV:t suojelevat L-asparaginaasiaktiivisuutta, jota katalysoi asparaginaasin kaltainen pro-

teiini 1 (Asrgl 1) entsyymi [13]. L-asparaginaasia tarvitaan syöpäsolujen kasvussa ja le-

viämisessä [15]. Nämä EV:t toimivat itsenäisinä, solunulkoisina metabolisina yksikköinä, 

jotka kykenevät muokkaamaan erittäin tärkeiden ravintoaineiden pitoisuuksia ja voivat 

mahdollisesti vaikuttaa niiden mikroympäristön fysiologiaan [13]. Koska syöpäsolut 

yleensä erittävät enemmän EV:tä kuin tavalliset solut, EV-metaboliittien tutkiminen eri 

kehon nesteissä voisi tarjota herkän ja ei-invasiivisen menetelmän dynaamisten syöpä-

peräisten biomarkkereiden havaitsemiseksi [4].  
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Metabolomiikkatutkimuksissa on huomattu yhteneväisyyksiä sekä eroavaisuuksia virt-

sasta ja verihiutaleista eristettyjen EV:iden metaboliittien välillä ja näitä eroja voidaan 

käyttää EV:iden alkuperän selvittämiseen [4]. EV:t välittävät tietoa biologisissa ja meta-

bolisissa toiminnoissa, mikä tekee niistä äärimmäisen kiinnostavia kokonaisuuksia syö-

vän biologiassa. Virtsa sisältää eri virtsateiden osien kuten munuaisten ja virtsarakon 

EV:tä, mikä on herättänyt kiinnostusta tunnistaa näihin elimiin vaikuttavat biomarkkerit.  

Virtsasta eristettyjä EV:tä voitaisiin käyttää ei-invasiivisenä lähteenä eturauhassyövän 

metabolisten muutosten tunnistamisessa. [16.] 

3 Eturauhassyöpä 

Eturauhassyöpä on miesten yleisin syöpä ja Suomessa eturauhassyöpätapauksia tode-

taan vuodessa noin 5 000 miehellä [17]. Eturauhassyövän yleistyminen on lisääntynyt 

miesten keski-iän noustessa, ja myös miesten lisääntynyt omaehtoinen tutkimuksiin ha-

keutuminen on vaikuttanut yhä useamman eturauhassyöpätapauksen diagnosointiin 

[18]. Herkkien ja erityisten diagnostisten välineiden puute etenkin taudin varhaisvaihei-

den havaitsemiseksi ja tuntemattomat taustatekijät taudin puhkeamisen ja etenemisen 

kannalta ovat suurimmat ongelmat eturauhassyövän hoitamiseksi parhaimmalla tehok-

kuudella. Tästä johtuen on suuri kysyntä löytää herkempiä ja spesifisempiä biomarkke-

reita parantamaan eturauhassyöpädiagnoosia ja ennusteita. [16.]  

3.1 Oireet 

Yleensä eturauhassyöpä on oireeton ja, jos oireita ilmenee, ne saattavat olla täysin sa-

manlaisia kuin esimerkiksi hyvänlaatuisesta liikakasvusta aiheutuvat tai eturauhastuleh-

duksesta johtuvat oireet [18]. Näitä oireita ovat muun muassa erilaiset virtsaamiseen liit-

tyvät oireet. Oireina voi olla myös luustokipu, joka voi johtua syövän etäispesäkkeistä 

luissa. [17.]   

3.2 Tutkimukset 

Nykyään verinäytetestit, joilla mitataan veren PSA-arvo, yhdessä kliinisen t-vaiheen ja 

Gleasonin luokituksen kanssa, ovat standarditutkimuksia, joilla erotetaan potilaat, joilla 



8 

  

on alhainen, keskitasoinen tai suuri riski sairastua eturauhassyöpään [16]. PSA tarkoit-

taa prostataspesifistä antigeeniä eli valkuaisainetta, jota erittyy hyvänlaatuisesta sekä 

pahanlaatuisesta eturauhaskudoksesta. Pelkästään PSA-arvon perusteella ei voida pää-

tellä, onko potilaalla eturauhassyöpä vai ei. [18.]  

T-vaiheen luokitus on osa TNM-järjestelmää ja sisältää 4 päävaihetta [19]. T viittaa kas-

vaimen kokoon ja laajuuteen. N tarkoittaa lähellä olevien imusolmukkeiden määrää, joi-

hin syöpä on levinnyt. M viittaa siihen, onko syöpä metastasoitunut eli onko syöpä levin-

nyt muihin kehon osiin. [20.] 

Gleasonin luokitusjärjestelmä käyttää pienitehoisia arkkitehtonisia löydöksiä mikroskopi-

assa kasvaimen kuvion määrittelemiseksi. Siinä käytetään 5-portaista luokittelujärjestel-

mää, jossa kaksi merkittävintä laatua yhdistetään yhteen niin, että saadaan ns. Gleason-

pisteet, jotka vaihtelevat välillä 2–10. [21.] Hyvin korkeat Gleason-pisteet merkitsevät 

aggressiivisesti käyttäytyvää kasvainta [18].  

3.3 Hoito 

Hoitomuodon valinta määräytyy syövän koon, levinneisyyden, sekä potilaan iän ja mui-

den sairauksien mukaan potilaan kanssa yhdessä keskustellen. Hoitovaihtoehtoja ovat 

leikkaus, sädehoito, seuranta tai hormonihoito. Jos syöpä on paikallinen, ennuste on 

hyvä ja yli 90 % tällaisista potilaista elää vähintään 10 vuotta syöpädiagnoosin jälkeen. 

[17.]  

3.4 Metabolia 

Viime aikoina tutkimuksissa on kiinnitetty paljon huomiota metabolomiikka-analyysien 

mahdollisuuksiin tunnistaa biomarkkerit taudin varhaisesta havaitsemisesta tai etenemi-

sestä helposti saatavilla olevista kehon nesteistä sekä kudosnäytteistä, jotka on saatu 

otetuista koepaloista ja leikkauksista [22]. Metabolomiikasta on siis tullut lupaava eturau-

hassyövän havaitsemismenetelmä, joka voisi täydentää tai jopa lopulta korvata nykyisen 

PSA-testauksen diagnostisen tarkkuutensa ansiosta [23]. Aikaisemmissa tutkimuksissa 

on todettu seerumin metaboliittitasojen käyttökelpoisuus diagnostisena välineenä eri 

syöpätyypeille ja eturauhassyövälle on jo ehdotettu metaboliitteja biomarkkereiksi [16]. 
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Syöpäsolujen metabolia muuttuu monella tavalla rakennusaineiden ja energian tarpeen 

vuoksi [4]. Esimerkiksi Warburgin efekti kuvaa siirtymistä lisääntyneeseen aerobiseen 

glykolyysiin ja laktaatin tuotantoon, sekä bioenergian tarpeen kasvuun [22]. Uskotaan, 

että jotkin metaboliset muutokset esiintyvät jo syöpäprosessin alkuvaiheessa neoplasti-

sessa muutoksessa eli solumäärän proliferaatiossa. Näin ollen, jos tällaiset metaboliset 

muutokset ovat havaittavissa, varhainen puuttuminen tähän voi ehkäistä syövän kehitty-

mistä tai minimoida neoplastisen muutoksen. [23.] 

Terveillä eturauhassoluilla on tärkeä metabolinen profiili, joka vastaa sitraatin, PSA:n ja 

polyamiinien (spermiini ja myo-inositoli) tuotannosta ja nämä ovat eturauhasnesteen tär-

keimpiä rakenneosia. Normaalin eturauhasen perifeeriset solut tuottavat erittäin korkeita 

sitraattipitoisuuksia, jotka ovat 200–700 kertaa suurempia kuin veriplasmassa. Eturau-

hasen perifeeriset vyöhykesolut keräävät ja erittävät sitraattia. Eturauhasessa on myös 

erittäin korkea solunsisäinen sinkkipitoisuus. [22.] Perifeerinen vyöhyke (engl. peripheral 

zone, PZ) muodostaa pääosan eturauhasen tilavuudesta (70 %) ja toiminnasta [23].  

Kun eturauhasen solut kärsivät neoplastisesta muutoksesta, ne kokevat myös metaboli-

sia muutoksia. Solut muun muassa menettävät kyvyn kerätä sinkkiä, mikä johtaa m-ako-

nitaasiaktiivisuuden ja sitraatin hapettumisen palautumiseen, jonka seurauksena ATP:n 

muodostuminen lisääntyy ja solut menettävät kyvyn tuottaa sitraattia. Metabolisten muu-

tosten tutkimukset ovat osoittaneet sitraatin ja polyamiinien pitoisuuksien luonteenomai-

sen laskemisen, sekä koliinien, glyserofosfolipidien, laktaatin ja useiden aminohappora-

kenneosien metaboliittien lisääntymisen eturauhassyövässä. [22.] 

Virtsanäytteitä on käytetty intensiivisesti eturauhassyöpäbiomarkkereiden tunnistami-

seen johtuen virtsan helposta saatavuudesta ja käsittelystä, sekä sen eturauhasen ana-

tomisesta läheisyydestä. Useita virtsanäytteiden metabolomiikkatutkimuksia on tehty, 

joissa on havaittu muutoksia yli 20 metaboliitissa, mukaan lukien N-metyyliglysiini, ky-

nureniini, urasiili, glyseroli-3-fosfaatti, ksylonihappo ja pyrimidiini. Vaikka nämä metabo-

liitit tarvitsevat lisää kliinistä tutkimista, ne tukevat käsitystä siitä, että metabolomiikka 

muodostaa kelvollisen teknologian eturauhassyövän biomarkkeriehdokkaiden tunnista-

miseksi. [16.]  
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Eräs haittapuoli virtsanäytteen käyttämisestä biomarkkerien löytämiseksi on se, että mo-

net niiden ainesosista laimennetaan, jolloin vältytään eri ainesosien havaitsemiselta. 

Niinpä alipainotettujen molekyylien havaitsemiseksi on silti tarpeen konsentroida näyte. 

Soluista eristettyjä EV:tä on kaikissa kehon nesteissä, mukaan lukien virtsa, ja näin ollen 

ne voivat tarjota väkevöitetyn molekyylilähteen. Siten virtsan EV-koostumuksen perus-

teellinen analysointi voisi avata mahdollisuuksia tunnistaa herkempiä ja spesifisempiä 

eturauhassyöpäbiomarkkereita. [16.]  

Viime aikaiset raportit ovat osoittaneet, että EV:iden metabolia muuttuu myös syövässä. 

Syöpäfibroblasteista eristettyjen eksosomien osoitettiin toimittavan aminohappoja ja li-

säävän glykolyysiä viljellyissä eturauhassyöpäsoluissa. Näin ollen EV:llä näyttäisi olevan 

tärkeä rooli eturauhas- ja muiden syöpäsolujen aineenvaihdunnassa. [4.]  
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4 Materiaalit ja menetelmät 

Työn suoritus on esitettynä alla olevassa vuokaaviossa (kuva 6).   

 

Kuva 6. Vuokaavio työn suorituksesta. 

Työssä käytettiin kahta eturauhasen solulinjaa (PC-3- ja PNT2-soluja). PC-3-solut olivat 

peräisin eturauhassyövän etäispesäkkeestä (luu), ja PNT2-solut olivat peräisin normaa-

lista eturauhasen epiteelisolukosta. Näistä soluista eristettiin EV:t ja ne karakterisoitiin 

Western Blot -menetelmällä sekä mittaamalla näytteistä EV:iden kokojakauma ja kon-

sentraatio NTA-menetelmällä. Lisäksi EV-näytteitä lähetettiin metabolomiikka-analyysia 

varten Itä-Suomen yliopistolle, LC-MS Metabolomiikkakeskukseen.   

  



12 

  

4.1 Soluviljely 

Solunulkoisten vesikkelien tuottamiseen käytettiin PC-3-solulinjan (ATCC) soluja (kuva 

7) ja PNT2-solulinjan soluja (kuva 8). 

 

Kuva 7. PC-3-soluja [24, muokattu]. 

 

 

Kuva 8. PNT2-soluja [25]. 

Kaikkia soluja kasvatettiin T-175-soluviljelypulloissa 80 %:n konfluenssiin asti +37 

°C:ssa, 5-prosenttisessa CO2:ssa inkubaattorissa. PC-3-solujen kasvatusmediumina 

käytettiin Dulbecco`s Modified Eagle Medium ja F12 Medium sekoitusta (DMEM/F12), 
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johon lisättiin 10 % seerumia (engl. fetal bovine serum, FBS) ja antibiootteja (1 % peni-

silliini/streptomysiini). PNT2-solujen kasvatusmediumina käytettiin DMEM:iä, johon lisät-

tiin 10 % seerumia (FBS) ja antibiootteja (1 % penisilliini/streptomysiini). Kaikki reagens-

sit ostettiin Gibco, Life Technologies -yritykseltä. Seerumina käytettiin EV-depletoitua 

seerumia (FBS). Seerumista oli poistettu suurin osa (noin 90 %) vesikkeleistä sentri-

fugoimalla seerumia 110 000 x g:n voimalla 16 tuntia. Tämä tehtiin, jotta tavallisen see-

rumin sisältämät vesikkelit eivät häiritsisi EV:iden analysointia.  

4.2 Solunulkoisten vesikkelien eristys 

PC-3-solujen ja PNT2-solujen tuottamat EV:t eristettiin peräkkäisellä erottelusentri-

fugoinnilla, jotta saatiin eristettyä sekä eksosomit että mikrovesikkelit. Jokaista näyte-

tyyppiä varten kerättiin kolme biologista replikaattia. Kasvatusmedium pipetoitiin kasva-

tuspulloista 50 ml:n Falcon-putkiin ja sentrifugoitiin ensin solujätteiden ja apoptoottisten 

solujen poistamiseksi 2500 x g, 30 minuuttia, +4 °C:ssa. Saatu supernatantti pipetoitiin 

ultrasentrifugipulloihin, jotka tasapainotettiin analyysivaa´alla. Supernatantti sentrifugoi-

tiin 20 000 x g, 1 h, +4 °C:ssa, jolloin saatiin 20K EV-pelletti (mikrovesikkelit) ja lopullinen 

supernatantti ultrasentrifugoitiin 110 000 x g, 2 h, +4 °C:ssa (Beckman Coulter Optima 

LE-80K Ultrasentrifuge, roottori Ti 50.2) 110K EV-pelletin (eksosomit) saamiseksi. Lisä-

kontrollina metabolomiikka-analyysiä varten käytettiin solulinjojen kasvatukseen käytet-

tyä mediaa, jota inkuboitiin ilman soluja +37 °C:ssa ja 72 tunnin jälkeen ultrasentrifugoi-

tiin 110 000 x g, 2 h, +4 °C:ssa. Mediasta peräisin olevien komponenttien poistamiseksi, 

saadut EV-pelletit liuotettiin 1 x PBS-liuokseen ja sekoitettiin yhden minuutin ajan. Putket 

tasapainotettiin analyysivaa`alla ja ultrasentrifugoitiin 110 000 x g, 2 h, +4 °C:ssa (Beck-

man Coulter Optima MAX-XP Ultrasentrifuge, roottori Beckman TLA-55). EV-pelletit ja 

kontrollipelletit suspensoitiin uudelleen 50 µl:n Dulbeccon fosfaattipuskuroituun suolaliu-

okseen (engl. Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline, DPBS) (Gibco, Life Technologies) 

ja säilöttiin lowbind putkissa (Eppendorf) –80 °C:seen jatkotutkimuksia varten.  

4.3 Karakterisointi 

4.3.1 Western Blot 

PNT2- ja PC-3-solujen tuottamia EV:tä karakterisoitiin Western Blot -menetelmällä tutki-

malla, sisältävätkö ne taulukossa 1 olevia proteiineja. 
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Taulukko 1. Western Blotissa käytetyt proteiinit. 

Proteiini Koko (kDa) Tuotemerkki Olosuhde 

TSG101 47  BD Biosciences Pelkistävä 

CD9 23 Hansa-BioMed 
Life Sciences Ltd 

Ei-pelkistävä 

CD29 45 BD Pharmingen Ei-pelkistävä 

CD63 55-65 BD Pharmingen Ei-pelkistävä 

Karakterisoinnissa käytettiin myös apoptoosi (Apoptosis Western Blot Cocktail, Abcam) 

vasta-aineseosta, joka sisälsi vasta-aineita kaspaasi-3:a (engl. pro-caspase 3) ja lihas-

ten aktiinia (engl. actin) PARP1-proteiinia vastaan. SDS-PAGE-ajolla eroteltiin EV-näyt-

teiden sisältämät proteiinit. Molekyylipainostandardina käytettiin Precision Plus ProteinTM 

Dual Color Standards -markkeria (Bio-Rad). Ajoissa käytettiin itse valmistettuja akryy-

liamidigeelejä, joiden akryyliamidipitoisuudet olivat 5 % (kokoojageeli) ja 12 % (erottelu-

geeli). Yhtenäinen määrä EV-näytteitä (1,5 x 1010 partikkelia) valmistettiin Laemmli-pus-

kuriin. Pipetoitavat määrät laskettiin niin, että jokaisessa näytteessä oli sama määrä 

EV:tä (taulukko 2 ja 3).  

Taulukko 2. Näytteiden valmistus SDS-PAGE-ajoa varten.  

Näyte Näyte (µl) Puskuri (PBS) (µl) 6 x LB (µl) 20 % SDS (µl) 

PC-3 MV 17 6 5 2 

PNT2 MV 5 18 5 2 

PC-3 EXO 1,6 21,4 5 2 

PNT2 EXO 1,2 21,8 5 2 

 

Taulukko 3. Näytteiden valmistus SDS-PAGE-ajoa varten.  

 

 

 

SDS-PAGE-ajoajat olivat noin 90 minuuttia, aluksi 100 V:n jännitteellä ja noin 30 minuu-

tin jälkeen nostettiin jännite 120 V:iin. Blottaus-menetelmänä käytettiin märkäblottausta, 

jossa geelille syntyneet proteiinivyöhykkeet siirrettiin PVDF-membraaneille blottaamalla 

Näyte Näyte (µl) Puskuri (PBS) (µl) 6 x LB (µl) 20 % SDS (µl) 

PNT2 MV  30 0 2 6 

PNT2 EXO 24 6 2 6 

PC3 MV 24 6 2 6 

PC3 EXO 7,4 22,6 2 6 
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100 V:n jännitteellä 60 minuutin ajan. Tämän jälkeen PVDF-membraanit blokattiin ravis-

telussa huoneenlämmössä 3-prosenttisella TBS-T-BSA-liuoksella 45 minuuttia vasta-ai-

neiden epäspesifisen sitoutumisen estämiseksi.      

Primäärivasta-aineet laimennettiin sopiviksi TBS-T-liuoksella, jotta saatiin proteiinit pai-

kannettua membraaneilta. Laimennokset löytyvät taulukosta 4.  

Taulukko 4. Primääristen vasta-aineiden laimennokset. 

Primäärinen vasta-aine Laimennokset TBS-T -liuokseen 

TSG101  1:400 

CD9  1:400 

CD29  1:400 

CD63  1:1000 

Apoptoosi vasta-aine-
seos 

 1:250 

PVDF-membraaneja inkuboitiin vasta-aineessa +4 °C:ssa yön yli. Inkuboinnin jälkeen 

membraanit pestiin ravistelussa huoneenlämmössä TBS-T-liuoksella kolme kertaa 10 

minuuttia. Pesun jälkeen jokaiselle primäärivasta-aineelle lisättiin HRP-konjugoitu se-

kundäärinen vasta-aine, anti-mouse IgG (1:3000), anti-rabbit IgG (1:10 000) tai apop-

tosis vasta-aineseoksen oma anti-rabbit IgG (1:100). Membraaneja inkuboitiin 2 tuntia 

huoneenlämmössä. Inkuboinnin jälkeen membraanit pestiin uudelleen ravistelussa huo-

neenlämmössä TBS-T-liuoksella kolme kertaa 10 minuuttia. Membraaneille lisättiin Cla-

rityTM ECL-substraattia (Bio-Rad) proteiinivyöhykkeiden detektiota varten ja niitä inkuboi-

tiin 5 minuuttia huoneenlämmössä. Tämän jälkeen membraanit kuvattiin kemilumi-

nesenssikameralla (UVP ChemiDoc system). 

4.3.2 NTA-analyysi 

Eristettyjen EV-näytteiden konsentraatiot ja kokojakaumat mitattiin nanopartikkelien jäl-

jitysanalyysillä (engl. nanoparticle tracking analysis, NTA). NTA-menetelmä hyödyntää 

sekä valon sirontaa että Brownin liikettä (satunnainen liike) näytteiden hiukkaskokoja-

kauman aikaansaamiseksi nesteessä [26]. Näytteet laimennettiin 0,1 µm:n ruiskusuodat-

timella suodatetulla 1 x DPBS:llä. PC-3- ja PNT2-soluista eristetyistä EV-näytteistä teh-

tiin laimennokset 1:500. Jokaisesta EV-näytteestä tehtiin 3 teknistä replikaattia, jotta tu-

lokset olisivat luotettavampia.  
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NTA-mittaus tehtiin Nanosight LM14 -laitteella (sininen laser: 404 nm, 70 mW, kamera: 

SCMOS). Näytekammio pestiin aina ennen mittausta ja näytteiden välissä Milli-Q-ve-

dellä ja 70-prosenttisella etanolilla ja kuivattiin lopuksi paineilmalla. Tausta mitattiin Milli-

Q-vedellä ja EV-näytteet sekoitettiin ennen jokaista mittausta. Näyte, jossa mitattavat 

EV-partikkelit olivat, laitettiin näytekammioon ruiskulla ja lasersäde johdettiin näytekam-

miossa olevan liuoksen läpi, jolloin partikkeleista sironnut lasersäde havaittiin mikroskoo-

pilla (kuva 9) [26].        

 

Kuva 9. NTA-mittauksen toimintaperiaate [27, muokattu]. 

Mikroskooppiin asennetulla kameralla tallennettiin kolme 60 sekunnin videota automaat-

tisella lämpötila-asetuksella +22 °C. Kameran tasoarvoksi asetettiin 14, millä huomattiin 

kuvien laadun olevan riittävä partikkelien havaitsemiseksi. Jokaisen 60 sekunnin videon 

välissä näytettä sekoitettiin ruiskun avulla. Videoilla EV-partikkelit liikkuivat Brownin-liik-

keen mukaan tietyllä nopeudella koosta riippuen.  

Tulokset analysoitiin NanoSight NTA 3.0 -ohjelmistolla, jossa käytettiin detektoinnin raja-

arvoa 5 ja näytön vahvistusta 10, jotta saatiin havaittua mahdollisimman paljon partikke-

leita mahdollisimman pienellä taustalla. Ohjelmisto tallensi videot kuva kerrallaan ja mit-

tasi partikkelien liikkuman keskimääräisen matkan. Matkasta saadun arvon avulla ohjel-

misto pystyi määrittämään jokaisen partikkelin hajaantumisvakion (engl. diffusion coeffi-

cient). Hajaantumisvakion avulla ja näytenesteen viskositeetin sekä lämpötilan ollessa 

tiedossa, ohjelmisto pystyi laskemaan jokaisen partikkelin hydrodynaamisen läpimitan 

(engl. hydrodynamic diameter) Stokes-Einsteinin yhtälöä käyttäen (𝐷𝑡 =  
𝑇𝐾𝐵

3𝜋𝜂𝑑
) ja lopulta 
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määrittämään EV:iden kokojakauman. [27.] Laitteen ohjelmisto laski myös keskimäärin 

mitattujen EV-näytteiden partikkelien määrän ja määritti näytteiden konsentraation.  

4.4 Kohdentamaton LC-qTOF-MS-metabolomiikka 

Eristettyjen EV-näytteiden metabolinen profiili eli niiden aineenvaihdunnassa syntynei-

den tuotteiden, metaboliittien rakenteita ja pitoisuuksia mitattiin kohdentamattomalla LC-

qTOF-MS-metabolomiikka-analyysilla. Mittauksella kerättiin tietoa sadoista, jopa tuhan-

sista metaboliiteista, jotta saatiin laaja kuva näytteiden biokemiallisesta tilasta [28].  

Ennen kohdentamatonta LC-qTOF-MS-metabolomiikka-analyysia metaboliitit uutettiin 

EV-näytteistä lisäämällä 400 µl asetonitriiliä 100 µl:aan kutakin näytettä ja sekoitettiin 

hyvin. Jokaisesta EV-näytteestä tehtiin 3 biologista replikaattia, jotta tulokset olisivat luo-

tettavampia. Näytteitä sentrifugoitiin 16 000 x g 10 minuuttia. Saatu supernatantti suo-

datettiin 0,2 µm:n ruiskusuodattimella. Jokaisesta yksittäisestä näytteestä otettiin pieni 

määrä talteen laadunvalvontaa varten. Uutetut metaboliitit analysoitiin UHPLC-qTOF-

MS-laitteella, joka koostui 1290 LC-järjestelmästä, Jetstream elektroni-ionisaatioläh-

teestä ja 6540 UHD-tarkka-massa-qTOF spektrometristä (Agilent Technologies, Wall-

bronn, Karlsruhe, Saksa). Näytteet analysoitiin käyttämällä sekä käänteisfaasi- (RP, Zor-

bac Eclipse XDB-C 18-kolonni, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) että hydrofii-

listä vuorovaikutuskromatografiaa (HILIC, Acquity UPLC BEH Column, Waters Corpora-

tion, Milford, MA), jotta saatiin maksimaalinen kattavuus. Datan hankkimiseksi massayk-

sikkö asetettiin 20–1600 amu ja hankkimisnopeudeksi 1,67 spektriä/s. Automaattisia 

MS/MS-spektrejä varten jokaisesta esiaste skannaussyklistä valittiin fragmentaatioon 

neljä ionia, joilla oli suurimmat intensiteetit. Fragmentaatioon käytetyt törmäysenergiat 

olivat 10, 20 ja 40 V. Datan hankinta suoritettiin MassHunter Acquisition B.04.00 -lait-

teella (Agilent Technologies). Metabolinen analyysi tehtiin MetaboAnalyst 4.0 -ohjelmalla 

yleistä statistiikkaa käyttäen (engl. exploratory statistical analysis). Ohjelmalla tehtiin ti-

lastollisia analyysejä: yhdensuuntainen varianssianalyysi eli anova, heatmap ja volcano 

plot -testit, joissa vertailtiin neljää eri ryhmää.   
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5 Tulokset 

5.1 Karakterisoinnin tulokset 

5.1.1 Western Blot 

Western Blot -menetelmän tulosten perusteella voitiin todeta PC-3- ja PNT2-solunäyt-

teistä eristettyjen mikrovesikkelipopulaatioiden sisältävän aktiinia (engl. actin) ja kas-

paasi-3:sta (engl. pro-caspase 3), jotka ovat normaaleja löytöjä EV-näytteistä [29; 30]. 

Membraanista nähdään, että näytteistä puuttuu lohkaistu kaspaasi-3 (engl. cleaved 

caspase 3) (kuva 10). Tämä kertoo siitä, että mitä todennäköisimmin aktiivista apoptoo-

sia ei ole ollut EV:iden keräysvaiheessa, mikä on hyvä merkki niiden puhtaudesta ja siitä, 

että solut ovat voineet hyvin keräyshetkellä. [30.]    

 

Kuva 10. Apoptoosi vasta-aineseoksen avulla saatiin PC-3- ja PNT2-solunäytteistä eristettyjen 
mikrovesikkeli- (MV) ja eksosomipopulaatioiden (EXO) puhtaus selville. 12 % akryy-
liamidigeeli, membraani on kuvattu kemiluminesenssikameralla.  

Käytettäessä markkereina sekä sytoplasmaproteiinia (TSG101) että membraaniprote-

iineja (CD63, CD9 ja CD29) voitiin Western Blot -menetelmän tulosten perusteella todeta 

PC-3- ja PNT2-soluista eristettyjen EV-näytteiden sisältävän EV:tä (kuva 11). Nämä pro-

teiinimarkkerit ovat tyypillisiä EV:iden sisältämiä proteiineja. Näitä proteiineja löytyy 
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myös soluista, joten ne eivät ole yksinomaan EV:iden proteiineja, mutta esimerkiksi yh-

dessä NTA:sta saatujen tulosten kanssa käytettynä voidaan jo olla melko varmoja siitä, 

että EV:iden eristys on onnistunut. [5; 31.] 

 

    

Kuva 11. CD29-, TSG101-, CD63- ja CD9-proteiinimarkkerit toimivat positiivisina kontrolleina PC-
3- ja PNT2-solunäytteistä eristetyille mikrovesikkeli- (MV) ja eksosomipopulaatioille 
(EXO). 12 % akryyliamidigeeli, membraanit on kuvattu kemiluminesenssikameralla. 
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5.1.2 NTA-analyysi 

NTA-analyysissä jokaisesta EV-näytteestä mitattiin 3 teknistä replikaattia, joiden tulok-

sista laskettiin keskiarvot. PC-3- ja PNT2-soluista eristettyjen EV:iden pitoisuudet löyty-

vät taulukosta 5.  

Taulukko 5. PC-3- ja PNT2-soluista saatiin eristettyä hieman enemmän mikrovesikkeleitä (MV) 
kuin eksosomeja (EXO).   

Näyte EV pitoisuudet ka 
(partikkelia/ml) (n=3) 

PC-3 MV 4,66 x 1011 

PC-3 EXO 3,36 x 1011 

PNT2 MV 4,22 x 1011 

PNT2 EXO 3,73 x 1011 

Kuvan 12 pylväsdiagrammi havainnollistaa paremmin molempien solulinjojen 

vapauttaneen enemmän mikrovesikkeleitä suhteessa eksosomeihin.   

 

Kuva 12. PC-3- ja PNT2-soluista eristettyjen mikrovesikkelien (MV) sekä eksosomien (EXO) 
määrä millilitrassa. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta teknisestä replikaatista.   

Kuvassa 13 on esitetty pylväskuvaaja EV-näytteiden kokojakaumasta ja siitä nähdään, 

että eksosomien näytteissä on selvästi pienempiä EV:tä kuin mikrovesikkelien näyt-

teissä.  
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Kuva 13. PC-3- ja PNT2-soluista eristettyjen EV-populaatioiden kokojakauma. Tulokset ovat kes-
kiarvoja kolmesta teknisestä replikaatista. Eksosomit (EXO) (1-100 nm): sininen pylväs, 
mikrovesikkelit (MV) (101-400 nm): oranssi, harmaa ja keltainen pylväs.   

5.2 Kohdentamattoman LC-qTOF-MS-metabolomiikan tulokset 

MetaboAnalyst 4.0 -ohjelmalla tehdyistä tilastollisista analyyseistä huomattiin PC-3- ja 

PNT2-soluista eristettyjen EV-populaatioiden metaboliittipitoisuuksissa eroavaisuuksia. 

Salassapidollisista syistä metaboliitit on merkitty koodein. Metabolomiikka-analyysissä 

jokaisesta EV-populaatiosta tehtiin 3 biologista replikaattia. Jokaisen näytteen normali-

soidut tulokset ovat liitteessä 1.    

Kuvassa 14 on heatmap, missä metaboliitit on nimettynä koodein oikealle ja näytteet 

ovat merkittynä alas. Vihreällä näkyvissä ruuduissa metaboliittipitoisuus on matala ja 

mitä punaisempi ruutu, sen korkeampi pitoisuus. Kuvasta nähdään, että PNT2- ja PC-3-

soluista eristettyjen EV-populaatioiden metaboliittipitoisuuksissa on eroavaisuuksia (esi-

merkiksi metaboliittiBA), mutta joissain metaboliiteissa pitoisuudet ovat suunnilleen sa-

mat (esimerkiksi metaboliittiG). Myös eksosomi- ja mikrovesikkelipopulaatioiden meta-

boliittipitoisuuksien välillä on eroavaisuuksia. Rinnakkaisten näytteiden välillä nähdään 

myös joissain metaboliittipitoisuuksissa hajontaa (esimerkiksi metaboliittiM).   
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Kuva 14. Heatmap PNT2- ja PC-3-soluista eristettyjen eksosomi- (EXO) ja mikrovesikkelipopu-
laatioiden (MV) metaboliiteista. Jokaisesta EV-populaatiosta on 3 biologista replikaattia.  

 

Kuvan 15 volcano plotissa nähdään metaboliitit, joissa PNT2- ja PC-3-soluista eristetty-

jen EV-populaatioiden metaboliittipitoisuuksien välillä on merkittäviä eroavaisuuksia. 

Mitä kauempana pisteet ovat nollasta, sitä enemmän EV-populaatioiden metaboliittipi-

toisuuksien välillä on eroavaisuuksia.  
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Kuva 15. Volcano plot merkittävästi eroavista metaboliittipitoisuuksista PC-3- ja PNT2-soluista 
eristettyjen EV:iden välillä. Vasemmalla näkyvät PC-3-soluista eristettyjen EV:iden mer-
kittävimmät metaboliitit ja oikealla PNT2-soluista eristettyjen EV:iden merkittävimmät 
metaboliitit. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta biologisesta replikaatista.   

 

Merkittävimmistä eroavaisuuksista tehtiin tilastolliset yhdensuuntaiset anova-analyysit 

MetaboAnalyst 4.0 -ohjelmalla yleistä statistiikkaa käyttäen, joiden avulla nähtiin parem-

min PNT2- ja PC-3-soluista eristettyjen eri EV-populaatioiden väliset eroavaisuudet me-

taboliittipitoisuuksissa.  

Volcano plot kuvasta (kuva 15) nähdään, että metaboliittiBA on kauimpana nollasta eli 

PNT2- ja PC-3-soluista eristettyjen EV-populaatioiden metaboliittiBA-pitoisuuksissa on 

huomattavasti eroa. Myös heatmap kuvasta (kuva 14) nähdään, kuinka PC-3-soluista 

eristettyjen EV-populaatioiden metaboliittiBA-pitoisuus on selkeästi korkeampi kuin 

PNT2-soluista eristettyjen EV-populaatioiden. Yhdensuuntaisesta anovasta saadusta 

metaboliittiBA-kuvasta näytteiden metaboliittipitoisuuksien huomattavat eroavaisuudet 

näkyvät selkeämmin (kuva 16).       

 

 

 

 



24 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Kuva 16. PC-3-soluista eristettyjen eksosomi- (EXO) ja mikrovesikkelipopulaatioiden (MV) meta-
boliittiBA-pitoisuus on korkeampi kuin PNT2-soluista eristettyjen eksosomi- ja mikrove-
sikkelipopulaatioiden metaboliittiBA-pitoisuus. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta bio-
logisesta replikaatista.  

 

MetaboliittiBA:n normalisoidut tulokset PC-3-soluista eristetyissä EV-populaatioissa ovat 

10-kertaisia PNT2-soluista eristettyihin EV-populaatioihin verrattuna (taulukko 6 ja liite 

1). PC-3-soluista eristetyissä EV-populaatioissa normalisoidut luvut ovat yli 21 ja PNT2-

soluista eristetyissä EV-populaatioissa yli 2.     

 

Kuvassa 17 huomataan, että PC-3-soluista eristettyjen eksosomipopulaatioiden meta-

boliittipitoisuudet ovat korkeammat metaboliittiP:ssä, metaboliittiAF:ssä ja metaboliit-

tiAI:ssä kuin PNT2-soluista eristettyjen eksosomipopulaatioiden metaboliittipitoisuudet. 

Näiden metaboliittien PC-3-soluista ja PNT2-soluista eristettyjen mikrovesikkelipopulaa-

tioiden metaboliittipitoisuuksien välillä taas ei ole merkittäviä eroavaisuuksia.  

 

Kuvasta 17 huomataan myös, että metaboliittiL-pitoisuus PC-3-soluista eristetyissä mik-

rovesikkelipopulaatioissa on selkeästi korkeampi kuin PNT2-soluista eristetyissä mikro-

vesikkelipopulaatioissa. Eksosomipopulaatioiden metaboliittipitoisuuksien välillä taas ei 

ole huomattavaa eroavaisuutta. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta biologisesta repli-

kaatista ja huomataan, että joidenkin EV-populaatioiden sisällä on tuloksissa selkeästi 

hajontaa (esimerkiksi metaboliittiP-pitoisuuksissa PNT2-soluista eristetyissä mikrovesik-

kelipopulaatioissa).    
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Kuva 17. MetaboliittiP-, metaboliittiAF- ja metaboliittiAI-pitoisuudet ovat korkeampia PC-3-so-
luista eristetyissä eksosomeissa (EXO) kuin PNT2-soluista eristetyissä eksosomeissa. 
MetaboliittiL-pitoisuus on korkeampi PC-3-soluista eristetyissä mikrovesikkeleissä (MV) 
kuin PNT2-soluista eristetyissä mikrovesikkeleissä. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta 
biologisesta replikaatista.   

 

Kuvassa 18 nähdään, että PNT2-soluista eristettyjen mikrovesikkelipopulaatioiden me-

taboliittipitoisuudet ovat metaboliittiAG:ssä korkeammat kuin PC-3-soluista eristettyjen 

mikrovesikkelipopulaatioiden metaboliittipitoisuudet. PNT2- ja PC-3-soluista eristettyjen 

eksosomipopulaatioiden metaboliittipitoisuuksien välillä taas ei ole merkittäviä eroavai-

suuksia.  

 

MetaboliittiAO:ssa taas PNT2-soluista eristettyjen eksosomipopulaatioiden metaboliitti-

pitoisuudet ovat korkeammat kuin PC-3-soluista eristettyjen eksosomipopulaatioiden 

metaboliittipitoisuudet (kuva 18). Mikrovesikkelipopulaatioiden metaboliittipitoisuuksien 

välillä taas ei ole huomattavaa eroavaisuutta. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta rinnak-

kaisnäytteestä ja huomataan, että EV-populaatioiden sisällä on tuloksissa selkeästi ha-

jontaa (esimerkiksi metaboliittiAG-pitoisuuksissa PC-3-soluista eristetyissä eksosomipo-

pulaatioissa).  
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Kuva 18. MetaboliittiAG-pitoisuus on korkeampi PNT2-soluista eristetyissä mikrovesikkeleissä 
(MV) kuin PC-3-soluista eristetyissä mikrovesikkeleissä. MetaboliittiAO-pitoisuus on 
korkeampi PNT2-soluista eristetyissä eksosomeissa (EXO) kuin PC-3-soluista eriste-
tyissä eksosomeissa. Tulokset ovat keskiarvoja kolmesta rinnakkaisnäytteestä.   

 

Yhteenvetona voidaan todeta, että metaboliittiBA-pitoisuudet olivat selkeästi korkeampia 

PC-3-soluista eristetyissä EV-populaatioissa kuin PNT2-soluista eristetyissä EV-popu-

laatioissa. MetaboliittiP-, metaboliittiAF- ja metaboliittiAI-pitoisuudet olivat PC-3-soluista 

eristetyissä eksosomipopulaatioissa korkeammat kuin PNT2-soluista eristetyissä ekso-

somipopulaatioissa. MetaboliittiL-pitoisuudet taas olivat selkeästi korkeammat PC-3-so-

luista eristetyissä mikrovesikkelipopulaatioissa kuin PNT2-soluista eristetyissä mikrove-

sikkelipopulaatioissa.  

 

Kun taas metaboliittiAG-pitoisuudet olivat PNT2-soluista eristetyissä mikrovesikkelipo-

pulaatioissa korkeammat kuin PC-3-soluista eristetyissä mikrovesikkelipopulaatioissa. 

MetaboliittiAO-pitoisuudet olivat selkeästi korkeammat PNT2-soluista eristetyissä ekso-

somipopulaatioissa kuin PC-3-soluista eristetyissä eksosomipopulaatioissa.  
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Taulukossa 6 nähdään merkittävimpien metaboliittien normalisoiduista tuloksista laske-

tut keskiarvot jokaiselle näytteelle.  

Taulukko 6. Merkittävimpien metaboliittien normalisoiduista tuloksista lasketut keskiarvot 
PNT2- ja PC-3-soluista eristetyille eksosomi- (EXO) ja mikrovesikkelipopulaatioille 
(MV). 

Näyte PNT2 EXO PC-3 EXO PNT2 MV PC-3 MV 

MetaboliittiBA 2,86 21,98 2,53 21,33 

MetaboliittiP 2,26 22,31 13,72 24,03 

MetaboliittiAF 2,41 22,51 8,02 18,38 

MetaboliittiAI 2,32 22,52 7,60 12,98 

MetaboliittiL 2,52 8,15 2,29 13,85 

MetaboliittiAG 19,38 15,22 19,13 2,67 

MetaboliittiAO 23,18 8,15 23,44 15,06 

     

 

Tuloksien perusteella metaboliitit, joiden pitoisuudet olivat korkealla PC-3-soluista eris-

tetyissä EV:ssä, kuten metaboliittiBA molemmissa EV-populaatioissa sekä metaboliittP, 

metaboliittiAF ja metaboliittiAI eksosomipopulaatioissa ja metaboliittiL mikrovesikkelipo-

pulaatioissa, voisivat tulevaisuudessa toimia EV-biomarkkereina eturauhassyövälle. Voi-

daan siis todeta, että metabolomiikka sopii hyvin mahdollisten uusien EV-biomarkkerei-

den etsimiseen. Tutkimalla syöpäsolujen solunulkoisia vesikkeleitä voidaan myös saada 

lisätietoa EV:iden sisältämien aineenvaihduntatuotteiden roolista syövän kehittymisessä 

ja leviämisessä. Asia vaatii kuitenkin vielä lisää tutkimista.   

6 Yhteenveto ja loppupäätelmät 

Opinnäytetyön tavoitteena oli selvittää terveistä eturauhasepiteelisoluista ja eturauhas-

syöpäsoluista eristettyjen EV:iden metaboliittien välisiä eroavaisuuksia. EV:t välittävät 

metaboliitteja ja muita biomolekyylejä solujen välillä ja vaikuttavat vastaanottavan solun 

ominaisuuksiin sekä toimintakykyyn [3; 10]. Niillä näyttäisi olevan tärkeä rooli syöpäso-

lujen aineenvaihdunnassa, mikä tekee EV:stä lupaavia biomarkkerilähteitä [4].      

Työssä käytettiin kahta eturauhasen solulinjaa (PC-3- ja PNT2-soluja). Näistä soluista 

eristettiin EV:t ja ne karakterisoitiin Western Blot -menetelmällä sekä mittaamalla näyt-

teistä niiden konsentraatio ja kokojakauma NTA-menetelmällä. EV-näytteet lähetettiin 
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metabolomiikka-analyysia varten Itä-Suomen yliopistolle, LC-MS Metabolomiikkakes-

kukseen.  

Tulosten perusteella havaittiin, että PNT2- ja PC-3-soluista eristettyjen EV:iden metabo-

liittipitoisuuksien välillä on eroavaisuuksia. Etenkin metaboliitit, joiden pitoisuudet olivat 

korkeat PC-3-soluista eristetyissä EV:ssä, voisivat tulevaisuudessa toimia EV-biomark-

kereina eturauhassyövälle. Näin ollen voidaan siis todeta, että metabolomiikka sopii hy-

vin EV:iden analysointiin ja mahdollisten uusien biomarkkereiden etsimiseen. Se mah-

dollistaa myös solujen aineenvaihdunnallisten muutosten havainnoimiseen tiettyinä het-

kinä. EV:t voidaan tulosten perusteella tunnistaa metabolisen sormenjäljen mukaan, joka 

sekä mahdollistaa syövälle tyypillisten sormenjälkien tunnistamisen EV:stä että antaa 

myös uutta tietoa syövän mekanismista ja niiden EV:stä. 

Tutkimusta on jo jatkettu eteenpäin. Jatkotutkimuksissa on tavoitteena selvittää, onko 

terveiden solujen ja syöpäsolujen EV:iden metaboliittien väliset eroavaisuudet syövälle 

tyypillinen ilmiö ja voiko se mahdollisesti johtaa universaalin syöpä EV-biomarkkerin löy-

tämiseen.     
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Excel-taulukko metabolomiikasta saatujen metaboliittien normalisoiduista 
tuloksista eri EV-populaatioissa 

 

Sample PNT2_exo1 PNT2_exo2 PNT2_exo3 PC3_exo1 PC3_exo2 PC3_exo3 PNT2_MV1 PNT2_MV2 PNT2_MV3 PC3_MV1 PC3_MV2 PC3_MV3

Label 0 0 0 1 1 1 2 2 2 3 3 3

MetaboliittiA 17.6589 17.435173 17.667252 19.551273 2.134422 19.589682 17.3176 16.393976 17.667 19.23969 18.58437 16.93475

MetaboliittiB 14.791672 14.53894 14.653348 16.34664 16.779629 16.721151 14.49139 13.45956 14.584258 2.343565 19.719774 19.281775

MetaboliittiC 16.61945 17.1394 16.43744 19.273375 19.338524 18.83871 16.234818 15.51775 17.58573 21.178816 2.483322 19.2124

MetaboliittiD 0 18.49387 13.821574 19.161474 15.932584 16.334238 15.188125 14.498849 18.941698 0 0 0

MetaboliittiE 21.829716 21.781847 21.791727 22.32316 22.61713 22.465668 21.58298 21.172527 21.743364 19.39472 19.79951 18.93212

MetaboliittiF 18.35417 18.7181 18.593 18.711681 19.525518 19.37974 17.6178 16.954355 17.768759 2.13388 19.29264 18.195372

MetaboliittiG 18.241722 17.72732 18.416336 16.6723 17.12653 16.896793 17.62453 17.29957 17.842718 18.4249 18.421349 17.9843

MetaboliittiH 18.257553 18.19276 18.9469 16.772314 17.616232 17.14211 16.915648 16.8192 18.129675 21.117613 21.46787 2.26434

MetaboliittiI 13.914572 13.353285 13.776434 13.87987 14.74398 16.983484 13.35777 13.4747 13.556985 0 0 19.12219

MetaboliittiJ 16.514145 17.1755 16.7454 18.137877 18.9688 18.499674 16.63192 15.613934 17.54531 21.131855 21.3163 2.1167

MetaboliittiK 13.71525 14.174224 13.491478 17.22248 17.736666 17.21532 13.31782 12.43283 14.37273 2.11133 19.463293 18.55927

MetaboliittiL 2.545494 2.71872 2.283531 19.37873 2.147274 2.92973 1.27951 2.84828 2.753323 2.49433 19.67225 19.381533

MetaboliittiM 15.977682 14.65364 0 15.775969514.721847 0 15.99192 0 13.73364 19.469166 19.258419 18.86436

MetaboliittiN 17.119923 17.46443 17.236286 19.269283 19.713495 19.25183 16.652971 16.366 18.7116 19.139948 19.142345 18.749971

MetaboliittiO 18.88817 18.985424 18.917873 2.119719 2.742836 1.23397 18.5186 18.1374 19.1371 18.777252 17.819761 17.565

MetaboliittiP 2.31247 2.24884 2.222513 22.138454 22.61188 22.166615 19.853767 19.159233 2.15755 24.946165 23.91934 23.236595

MetaboliittiQ 17.713432 15.488 17.4576 16.31361 18.5311 15.954447 16.93685 15.823765 17.483257 21.95589 21.78377 21.9948

MetaboliittiR 16.1936 17.14486 16.16665 18.63135 18.249813 17.934729 15.817984 15.16147 17.43535 2.341352 19.839336 19.4787

MetaboliittiS 23.4539 22.823488 23.29372 23.8126 2.97173 1.27377 23.44168 23.722729 21.56911 18.842512 18.86349 18.69778

MetaboliittiT 12.836445 14.1353 12.944345 17.498327 16.977123 16.5328 0 0 13.7579 24.2931 23.56923 23.312243

MetaboliittiU 14.71599 16.19514 16.488657 16.6539 19.99165 19.116837 15.323653 0 15.124687 0 16.848598 16.352163

MetaboliittiV 15.122221 14.59177 15.1828985 16.8682 17.539719 17.26555 14.783561 14.498787 14.6524 19.7372 19.63 18.83812

MetaboliittiX 14.71599 15.831183 16.45414 15.81182 17.211147 19.111774 15.325832 15.48696 16.24284 19.4427 19.462145 18.984

MetaboliittiY 17.74964 17.546797 17.582458 19.18297 19.79953 19.22219 17.3211 16.662584 17.455416 17.69412 18.1116 17.164555

MetaboliittiZ 0 16.225979 16.28542 19.18387 19.713856 19.2511 16.187391 15.237173 16.7248 22.82433 22.25298 2.936592

MetaboliittiAA 17.25261 17.452337 17.191349 18.84252 18.948359 18.675884 16.582832 16.272175 17.459576 19.274199 18.67272 18.47969

MetaboliittiAB 14.721686 14.151414 14.384378 17.688318 18.282173 17.724695 13.557823 12.662223 14.84228 2.56826 2.64192 19.84253

MetaboliittiAC 0 14.541 13.57567 16.982882 16.84536 16.793615 13.286558 13.348175 14.81151 0 1.25842 19.59159

MetaboliittiAD 18.62145 18.834671 18.75576 19.52257 19.929182 19.675451 18.32426 17.989777 19.69832 2.68356 2.215424 18.65931

MetaboliittiAE 21.41698 2.461126 21.184563 22.811377 23.582918 23.312641 2.68927 2.364225 2.51755 21.76675 2.827421 19.586956

MetaboliittiAF 2.526129 2.32425 2.379457 22.41789 22.818844 22.2975 2.151327 19.566292 2.333 18.984762 18.218866 17.94934

MetaboliittiAG 19.418196 19.36826 19.3478 2.84513 21.417454 21.385944 19.46165 18.586971 19.352789 2.956581 2.493116 2.57287

MetaboliittiAH 13.949736 17.948887 13.95556 16.25956 17.7924 17.2438 14.981255 14.596656 18.355165 0 18.249132 18.1927

MetaboliittiAI 2.37659 2.33296 2.243368 22.8141 22.618954 22.137745 1.28388 19.27175 2.25284 0 19.717651 19.225426

MetaboliittiAJ 17.78952 17.222673 17.521961 18.52915 19.714819 19.6497 16.739174 15.375447 16.996595 22.949717 0 21.292624

MetaboliittiAK 2.285313 2.222183 2.219946 21.8215 22.421698 21.9818 19.9957 19.336353 2.166698 0 22.326885 0

MetaboliittiAL 18.394943 18.2669 18.15278 21.36547 21.9797 21.675531 17.886875 16.953253 18.62454 2.23631 2.26822 19.67952

MetaboliittiAM 2.793486 2.97494 2.44142 19.573158 19.234785 19.91322 19.43239 21.9989 19.48516 23.6273 22.317244 21.98628

MetaboliittiAN 16.62189 14.623481 16.611889 19.157188 19.777328 19.52774 15.843332 14.87792 14.992363 2.781952 2.31924 19.73131

MetaboliittiAO 23.883781 22.76427 22.89297 2.51481 2.538158 19.393696 24.36493 24.2728 21.695887 21.57978 21.16297 2.426645

MetaboliittiAP 19.769127 19.145159 1.22286 17.255535 17.914764 18.557156 2.52498 19.969616 18.726694 19.566769 19.13129 18.71872

MetaboliittiAQ 2.277557 19.751871 2.82642 21.53658 21.72464 21.33468 19.731117 19.344154 19.538689 15.944941 14.985625 14.879345

MetaboliittiAR 18.691685 18.53662 18.63129 21.354553 22.147226 21.666388 18.33321 17.583311 18.5998 14.1672 0 0

MetaboliittiAS 15.98437 19.25431 15.58616 19.8446 18.214752 17.567749 0 16.87587 0 21.921648 1.24556 19.399

MetaboliittiAT 2.532625 2.79461 2.58929 22.217384 22.355452 22.1592 19.967861 19.633543 2.829361 13.49475 0 0

MetaboliittiAU 15.257167 14.964476 15.219584 16.982983 17.747334 17.226254 14.852481 14.83147 14.88684 15.4465 15.537765 16.811989

MetaboliittiAV 14.5378 13.833484 13.88326 16.961788 17.69585 17.431816 13.68748 12.945992 13.57612 19.118324 17.48361 16.958643

MetaboliittiAX 15.89946 15.71161 14.47212 17.61786 18.265738 17.783669 13.78848 13.579955 15.61448 0 15.125776 0

MetaboliittiAY 18.3222 18.23552 18.51729 16.59572 16.51568 18.33575 18.777143 18.52533 17.587786 16.89317 16.496948 16.71457

MetaboliittiAZ 17.94661 17.48948 17.67498 19.693865 19.942822 19.63863 17.382599 16.9882 17.53878 17.62766 16.916697 17.36995

MetaboliittiBA 2.921434 2.92486 2.724241 21.989773 22.155893 21.785831 2.473879 2.34567 2.78536 21.116655 21.153646 21.717283

MetaboliittiBB 17.8158 17.84342 17.83441 2.45283 2.828548 2.432743 16.96354 16.4417 18.72712 17.58638 18.25858 18.38267

MetaboliittiBC 15.93294 15.95644 17.268734 17.228292 17.682234 17.77148 16.53558 16.2642 14.8927 2.811413 21.58863 21.472845

MetaboliittiBD 0 0 16.258934 19.568472 19.8291 19.52497 15.733835 0 0 2.58496 2.83732 21.179535

MetaboliittiBE 0 15.455777 0 17.35695 13.943156 14.125817 16.49473 0 0 18.1568 17.53958 18.762823

MetaboliittiBF 15.562212 15.513728 15.393524 17.4578 18.247839 18.33295 14.857593 14.43626 15.566352 14.49285414.912374515.161919

MetaboliittiBG 17.35592 17.33462 17.175861 19.823116 2.547523 2.213625 16.92128 16.213655 17.375683 16.316246 0 14.356658

MetaboliittiBH 16.4692 14.24941 14.797561 18.183136 17.256348 16.775 14.486333 16.891333 15.36187 14.264149 14.286413 14.214395

MetaboliittiBI 17.22785 16.769838 17.84 19.476818 1.22695 19.991499 16.72646 16.572166 16.71864 16.23465 13.566411 15.238816

MetaboliittiBJ 17.8196 18.943882 17.65453 19.11192 19.429188 19.73343 17.171196 16.882713 19.3765 17.7394 15.756635 15.792282


